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摘 要：以四川采集的芍药和北京采集的三叶草的叶片为材料，经表面消毒程序后，分离出内生放线菌 &#株。通
过表观特征比较和 E*F7GHI基因指纹图谱分析的方法，将分离出的放线菌归并于 &$个不同的基因型，其中 "个来
自芍药，"个来自三叶草。结合 &"J 0IKL基因序列分析可知，分离菌株除 H!、H#属于假诺卡氏菌外，其余的 &8株
都是链霉菌；菌株 H&$与最近模式种的 &"J 0IKL 基因序列相似性较低，为 C"M"N。对分离菌株的抗菌活性实验表
明，有 &&株在一个或一个以上的测试中呈阳性；其中 "株对植物致病菌立枯丝核菌有明显抗性，占阳性菌株的
##N。
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植物内生菌（9>P-Q<@,/R）是指生长于健康植物
组织内部，对植物不引起可见病症的微生物［&，$］，包

括真菌、放线菌和其它细菌等。植物内生放线菌在

植物体内的作用多样，可能为宿主提供保护，抵御外

来其它微生物的侵害［8，!］；也可能与宿主有着共进化

的关系，共同产生一些有用的活性物质［8，#］。近年

来，人们开展大量有关植物内生放线菌的研究，

H--:.R等［"］从小麦的根部分离出多个新的放线菌
分类单元；J,0-./2等［#］从蛇纹树中找到了产生新抗
生素 S=>=:.;+;>R的链霉菌；我国的曹理想等［&］也开
展了内生放线菌在生物防治方面的研究。

植物的叶片作为一个特殊的生境，通常暴露于

空气中，远离放线菌的大本营———土壤，其中的内生

放线菌可能与宿主存在着更为密切的联系。*T5U5T;
等［’］对日本境内植物叶片中的放线菌进行了研究，

并从分离出的放线菌中找到了 8种新抗生素。我国
幅员辽阔，植物种类多样，为研究植物叶片内生放线

菌提供了丰富的材料。本文采集四川的芍药

（!"#$%&" ’"()&*’$+"）和北京的三叶草（,+&*"’&-. +#/#%0）
的叶片作为样品，分离其内生放线菌，并分析了分离

菌株的多样性和抗菌活性，以期为进一步探讨我国

植物叶片内生放线菌的利用与开发提供可靠方法和

指导。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品的分离：$%%!年 &%月，分别在四川自贡
采集芍药（!"#$%&" ’"()&*’$+"）的叶片和在北京采集三
叶草（,+&*"’&-. +#/#%0）的叶片。采集的样品置于 !V
保藏，并尽快进行内生放线菌的分离。

!"!"# 培养基和主要试剂：分离培养基：自来水酵
母粉琼脂（1WX9）［"］、腐植酸维生素琼脂（YZ）［"，(］、
酵母酪素琼脂（X9H[）［"］、&3&% 营养琼脂（KL）［C］和
水琼脂（WL）［C］。除 WL外，其余培养基均补充放
线菌酮和制霉菌素各 #%!?3:\。GHI试剂购于上海
申能博彩生物科技有限公司。

!"!"$ 测试菌株：抗菌活性的测试菌株：耐药大肠
杆菌（ 10(2#+&(2&" ($’&）、肺炎克雷伯氏菌（ 3’#40&#’’"
/%#-.$%&"#）、绿脓杆菌（ !0#-5$.$%"0 "#+-6&%$0"）、金
黄色葡萄球菌（7)"/2’$($((-0 "-+#-0）和表皮葡萄球菌
（7)"/28’$($((-0 #/&5#+.&5&0）来自潍坊医学院；烟曲霉
（ 90/#+6&’’-0 *-.&6")-0）、枯草 芽 孢 杆 菌（ :"(&’’-0
0-4)&’&0）、白色念珠菌（;"%5&5" "’4&("%0）、尖孢镰孢霉
（ <-0"+&-. $=80/$+-.）、立 枯 丝 核 菌（ >2&?$()$%&"
0$’"%&）和浅黄分支杆菌（@8($4"()#+&-. 6&’A-.）来自
中国普通微生物保藏中心（H]SHH）。



!"# 内生放线菌的分离与纯化
按照 !""#$%［&］等的方法进行植物叶片的表面

消毒，使用无菌刀将消毒好的叶片切成 ’(# ) ’(#
左右的小块，贴在分离培养基表面。同时，将最后一

次处理植物样品的清洗液涂在 *+, -［’.］培养基上，用
以检查表面消毒的效果。分离培养基置于 -/0、湿
润的环境中培养 - 1 &周，以待放线菌的长出。
在显微镜的帮助下，将叶片周围长出的放线菌

转移到干净的 *+, - 培养基上，并反复划线纯化。
一些不易纯化的菌株可采用稀释涂板的方法进行操

作，具体如下：将混杂的放线菌菌落挑到 2#3的 *+,
-液体培养基中，振荡培养 - 1 45后，分别按 ’ 6 ’.、
’ 6’..，’ 6’...的浓度进行稀释（稀释浓度随菌的不
同有所变化），再将稀释的培养液分别涂布到 *+, -
平板上。

!"$ 表面消毒可靠性的检验
选择不同的链霉菌 4株、诺卡氏菌 -株、芽孢杆

菌 ’株和其它细菌 ’株，混合制成孢子（或菌）悬液，
并均匀地分为两份。其中一份严格按照表面消毒的

步骤逐一处理；另一份作对照，消毒流程不变，只是

将各种消毒液换成无菌水。最后，将两份处理后的

孢子（或菌）悬液稀释涂布平板，检查消毒的效果。

!"% 形态及培养特征观察
使用 *+, -培养基进行插片观察。显微镜观察

形态，肉眼观察培养特征，记录气丝、基丝、色素和孢

子丝吸水情况等［’’］。

!"& 基因组 ’()的提取及 *+,-./0基因指纹图
谱分析

采用 !789 等［’-］的方法进行基因组 :;< 的提
取。

对培养特征相似的菌株按照 3=9""> 等［’4］的方
法进行 ?@AB,!C指纹图谱分析，将菌株归并为不同
的基因型。

!"1 !12 30() 基因序列及系统发育分析
选择不同基因型或表观形态差异明显的菌株进

行 ’&+ DC;<基因的 ,!C扩增［’E］和测序［’2］。测得的
序列提交 FG9?=9H 注册，注册序列号为 :IEJ.JKKB
:IEJ.JJJ（详见图 -）。将各分离菌株的 ’&+ DC;<
基因序列送到 ;!?*进行 ?L=%>比对，把分离株及其
在 FG9?=9H中相近的模式菌的 ’&+ DC;< 基因序列
一并调入 MNF<［’&］中做进化分析。首先使用 !L8%>=L
O进行多序列比对；然后按照 PQ#8D= -BR=D=#G>GD计
算进化距离；最后构建 ;GQS7$"8DBT"Q9Q9S（;T）系统发
育树，选择 ’...个重复做 ?"">%>D=R值分析。

!"4 抗菌活性测试
采用琼脂移块的方法［’/］进行测试。

# 结果

#"! 表面消毒的可靠性
在检查表面消毒可靠性的实验中，经过消毒程

序处理的孢子（或菌）悬液在平板上只有零星的芽孢

杆菌长出；而在对照的平板上，放线菌的生长占据优

势。此外，在用最后一次处理植物样品的清洗液涂

布的平板上，也看不到有放线菌菌落的长出。由此

可以看出，一般放线菌在经过我们的表面消毒程序

后不能存活；尽管芽孢杆菌表现出一定的耐受性，但

是它对内生放线菌的分离不造成影响。

#"# 分离菌株的多样性
在显微镜的帮助下，从分离培养基上挑出放线

菌菌落，经过纯化，得到放线菌 ’2 株。其中芍药叶
片 K株，编号为 ?’ 1 ?K；三叶草叶片 /株，编号为 !’
1 !2、!’’和 !’-。
通过比较发现，菌株 ?’与 ?/，?-、?4与 ?E，?2

与 ?&以及 !E 与 !2 在培养特征上各自相似，这些
菌株被选择出来做进一步的 ?@AB,!C指纹图谱分
析，结果见图 ’。从该图可以看出，?’ 与 ?/、?4 与
?E还有 !E与 !2分别呈现了相同的指纹图谱带型，
应分别归为相同的基因型；而其余菌株的带型各不

相同，代表了不同的基因型。

图 ! *+,-./0指纹图谱分析
UQSV’ ?@AB,!C WQ9SGDRDQ9>Q9S R=>>GD9% "W Q%"L=>G%V

对除 ?’、?4、!E外的所有分离株进行 ’&+ DC;<
基因的 ,!C扩增和测序。’&+ DC;< 基因序列分析
的结果和表观形态的观察均支持：分离株 !E 和 !2
属于假诺卡氏菌，其余的 ’4株菌属于链霉菌，链霉
菌是所分离植物叶片中的优势放线菌群。在 ;!?*
的 ?L=%> 比对中， !’- 与所有模式菌中的 ! V
"#$%"&’($)*#$ %8$%RV "#$%"&’($)*#$ 3MF -..2.X 最近，而
相似性只有 J&Y&Z，可能是一个潜在的新种；其余
菌株与相应模式菌的相似性均在 J/Y2Z以上。
图 -是根据 ’&+ DC;< 基因序列构建的 ;BT系
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统发育树。如图，!"和 !#都与 !"#$%"&’()$* +,-.* 亲
缘关系相近，相似性分别是 $$%"&和 ’((&；!) 和
!*都与 ! + #&*$&,.* 相近，相似性分别是 $,%)&和
$$%#&；其余菌株，!-与 ! + )+/.*（’((&）、!,与 ! +
0#1*$1/.*（$,%’&）、.’ 与 ! + -./0&$/*1*（$$%*&）、."
与 ! + )1##+".*（ $$%,&）、./ 与 ! + )1//+’&/$/*1*

（’((&）和 .’’与 ! + )$,,.,&2,+3.*（’((&）分别相近；
此外，.)与 4*$.5&/&)+#51+ +/"+#)"1)+ 和4 + 6&/07.$/*1*
的相似性分别为 $-%)& 和 $-%$&；.’" 与 ! +
&,13&#$"1).,1 01203+ 8,13&#$"1).,1 和 ! + %+#31*%&#&0$/$* 的
相似性分别为 $*%*&和 $*%#&。!"和 !#之间的相
似性为 $$%"&；!)和 !*之间为 $,%-&。

图 ! 分离菌株的系统发育 "#$树
456+" 789:;6<=<>5? @AB >C<< 2D0<E ;= ’*F CG@H 6<=< 0<I1<=?<0 08;J5=6 >8< 3;05>5;=0 ;K 50;:D><0+ !;;>0>CD3 LD:1<0
（&）D2;L< )(& DC< 08;J= D> >8< =;E<0+ M8< 0?D:< 2DC 5=E5?D><0 (%(’ 0120>5>1>5;=0 3<C =1?:<;>5E< 3;05>5;=+

!%& 分离菌株的抗菌活性
对分离菌株进行抗菌活性实验表明（表 ’），除

!-、!,、.#、.)这 #株菌外，其余的 ’’株均表现出不
同程度的抗菌活性。在具有拮抗活性的分离株中，

以 ."的抗菌谱最广，对表皮葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌和立枯丝核菌的拮抗均呈阳性；此

外，共有 *株分离菌株拮抗立枯丝核菌，占阳性菌株
的 ))&。但所有菌株均不拮抗绿脓杆菌、肺炎克雷
伯氏菌、尖孢镰孢霉和浅黄分支杆菌。

表 ’ 分离菌株的抗菌活性
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! 讨论
从植物叶片中分离放线菌，表面消毒是一个关

键的步骤。叶片的表面附着有大量快生型的真菌，

培养时可能快速布满整个平板，不利于放线菌的分

离；其次，叶片上通常有很多小虫，比如螨等，这些虫

子往往会吃掉生长出来的放线菌菌落［!］。次氯酸钠

和酒精作为表面消毒剂已经广泛用于分离植物内生

菌［"］。实验表明，我们采用的消毒方法能有效去除

表面杂菌的污染，从叶片中分离出内生放线菌。

虽然次氯酸钠是一种广泛使用的杀菌剂，但其

杀菌机理还不十分清楚。一般认为，在次氯酸钠的

水溶液中，#$%&是其主要的活性成分，它可与细胞
表面的 ’#(

) 反应生成氯胺，而后者是一种稳定的

水溶性物质。研究表明，#$%& 和氯胺都能对 *’+
形成致死性的伤害，但是由于前者的不稳定性，真正

起到杀菌作用是氯胺［,-，,.］。在使用次氯酸钠溶液处

理植物组织后，须用无菌水进行反复的清洗，尽量避

免残留的氯胺对放线菌的影响。反复的清洗还有利

于冲掉叶片表面残留的耐受孢子，比如芽孢杆菌的

孢子。

本次实验只分离出 ,/株放线菌，这可能与我们
的采样量有关系。事实上，我们分离内生放线菌的

出菌率（"0 1 ,20，分离出的放线菌株数与植物样
品数的比例）与 3456789:;4<等［"2］的报道是相当的。
在分离的 ,/株菌中，,=株都是链霉菌，证明植物叶
片中的内生放线菌以链霉菌为主，这也与国内外的

报道一致［,，!，"2］。此外，$88>?;等［@］在报道中指出，
营养贫瘠的 3ABC等培养基更适合用以分离内生放
线菌，这种现象也在我们的实验中得到重现，大部分

的分离株都能单独从 3ABC分离得到。
目前，放线菌侵染植物叶片的机理还不是十分

清楚。内生放线菌在植物叶片中的作用也是复杂多

样的，有些菌可以帮助宿主吸收营养成分，有些菌可

以帮助宿主抵御病虫害的侵袭［=］。在我们的抗菌实

验中，(20的分离株对植物病原菌立枯丝核菌有拮
抗活性，显示了较强的生物防治的价值。此外，有报

道表明［=］，从某些药用植物中分离的放线菌显示出

特殊的用途，该种植物药效的产生可能与其内生放

线菌有关，甚至就是由其内生放线菌产生的。

在我们的实验中，从四川芍药叶片和北京三叶

草叶片中分离的内生放线菌各不相同。通常认为，

植物体内的内生放线菌会因为植物种类、地域分布

的不同而不同；也就是说，植物种类和分布的多样性

决定了植物内生放线菌的多样性［=］。我国有着丰富

的植物多样性，尤其是民族药用植物，以及广阔的地

域分布，因而在我国开展植物内生放线菌的研究有

着巨大的潜力。
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南大学教育部微生物资源重点实验室的协作，在此
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